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Differences in Growth and Development in Mice Weaned at Different Ages
Hiromi YAMAucHI1,2 and Chiduyo KAGAwA1
To date,no findings havebeen reported on the relationships of earlyweaning to
body weight gain,jaw bone size,and changes in type X collagen expression in the hyper-
trophic cell zone,which is mplicated in heossification of mandibular condylar carti-
lage.
It is possible thatthe timing of weaning affects no  only jawbone size but also man-
dibular condylar cartilage cells,which,inturn,influences the ossification proces .Here
we measured bo yweight and jaw bone size ofmice weaned atifferent ages.
We also examined themorphological changeof the mandibular condylar cartilage,
with an emphasis on type X collagen,a hypertrophic cartilage ell marker.Mouse pups
which were kept with their dams and underwent natural weaning(control group)were
compared with those which were force-weaned at postnatal day 14(P14 group),18(P18
group),and 23(P23 group).In the forced-weaned groups,pups fed on their lactating
dams until the weaning date.The dams were fed aliquid d et while k pt with their off-
spring.Pups were separated fromtheir dams on the weaning date and allowed to con-
sume solid feed and water adlibitum.Body weight,food intake,maxillary and man-
dibular widths,dental arch dimensions,and mandibular height were measured in all
the groups.specimens stainedwith hematoxylin and eosin were examined to measure
lamellae thickness in themandibular condylar cartilage.Immunofluorescence was per-
formed to examine thdistribution of type X collagen in the cartilage.Our assessment
revealed th  following:
1.The early weaning(P14)group showed arly weight gain.However,no differ-
ences inbodyweight wereseen between thegroups on postnatal day 38.
2.Food intake on postnatal day 38was harrower in the P14 group than in the con-
trols.
3.The maxillary width was lightly narrower and the anterior archof the mandible
was longer on postnatal day 23 in the P14 group than in the controls.However,on
postnatal day 38,these jaw bone dimensions weregenerally smaller in the P14
group than in the controls.
4.Immunohistochemical stain ng for type Xcollagen in the hypertrophic cell zone
in the cartilage was weaker inthe P14 group than in the controls.
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Taken together,early weaningaffected th  growth of the jowbone with the cartilage
ossification delayed.These may be partly because type X collagen expression of the hy-
pertrophic cell zone of condylar cartilage was weak,and delayed in the arly weaning
group.
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されている9)。さらに下顎骨 における各種 コラー
ゲン分布状況 を把握す るために,免疫組織化学的
検索が行われてきた10,11)。特に下顎頭軟骨の成長
に関する免疫組織化学的検索としては,I型 とⅡ
型のコラーゲンに関する報告12,13)やX型コラーゲ
ンについての報告12,14)がある。成長期の下顎頭軟
骨は細胞 および組織の形態か ら線維層,増 殖層,
成熟層および肥大細胞層(以 下 肥大層)の4層
に分類 され15,16),線維層でのプロテオグ リカン4
の発現17)や増殖層における副甲状腺ホルモン関連
ペプチ ドや成熟層でのⅡ型コラーゲンの局在 とと
もに肥大層におけるX型 コラーゲンが存在す ると
いう報告 もある18)。しか しながら,標準的な断乳
時期 よりも早すぎる場合の身体成長の様相や,下
顎頭軟骨におけるコラーゲンの局在,特 に軟骨の
骨化に強 く関与すると考 えられる肥大層内のX型
コラーゲ ンについて断乳時期との関連を検索 した
ものは見あたらない。
そこで本研究では,断 乳時期の違 いによって,
成長過程での顎骨の大きさばか りでなく,下顎頭
軟骨の細胞にも影響 して変化が現れると考え,マ
ウスの体重,顎 骨成長量 を検索するとともに,肥
大軟骨細胞のマーカーであるX型 コラーゲンに着
目し,下顎頭軟骨の成長過程について形態学的に
検討 した。
材料と方法
1.材 料
実験動物 には,生 後3週 齢のICR系雌,雄 性
マウス(日 本クレア社)を 各5頭 ずつペアリング
させて生 じた生後14日～38日齢の仔 マウス85匹
を用いた。通常通り母マウスとともに飼育 した群
と,断 乳時期を変 えて飼育 した群に分けた。離乳
時期は生後2～3週 頃に相当 し,徐々に固形飼料
を摂取 し生後3週 頃に終了(以 下 断乳)す ると
母乳などの液体栄養から固形食による栄養摂取
に移行する離乳は,十 分な栄養補給による身体の
正常な成長発育 を促すためにも重要である。近年,
離乳食の開始時期 と完了時期は遅 くなる傾向にあ
り,わが国においても生後6か 月以降での離乳期
間を推奨 してい る1)。一方,早 く親 と同 じよ うな
食事に移行 させたいか らか,4か 月までに開始 し
て11か月 までの間で早期 に離乳完了 し母乳 ある
いは人工乳を止める(以下断乳)場 合 も少なくな
い1)。
厚生労働省の調査2)では,小 児の食事に関す る
保護者の悩みとして,「咬めない」や 「軟食 を好む」
などが挙げられている。二木3)はヒトでは硬すぎる
離乳食,あ るいは離乳の進め方が早す ぎて早 く断
乳するとその後の摂食機能発達が遅れ ると述べて
いる。またモルモッ トを用いた咀嚼機能発達に関
する研究では,断 乳時期が不適切な場合,咀 嚼 リ
ズム形成に遅れが生 じる可能性を指摘 している4)。
摂食 ・嚥下の基本的な機能の獲得期は離乳期に相
当するといわれ,こ の時期は食べることによって
顎口腔機能の獲得 と顎口腔諸器官の成長 を促す重
要な時期 と考えられている。顎口腔系の成長発育
に及ぼす飼料形状や栄養量に関する研究か ら,マ
ウスの顎運動記録や咀嚼筋活動に関 して,液 状飼
料飼育では固形飼育 に比較 して下顎運動量や運動
範囲が小 さいこと5)や飼料形状 と栄養量に関 して,
粉末飼料飼育 ラッ トは固形飼料飼育ラッ トに比べ
て上顎歯列弓の幅径や下顎高径が小 さくなり,ま
た栄養価が低い飼料でも顎骨の成長量は小 さくな
る6)などの指摘がある。 また下顎骨の成長につい
ては下顎頭軟骨が機械的な力によって変化 し,リ
モデ リングすることが指摘 されており7,8),食性の
違いが下顎頭軟骨の厚 さにも影響する可能性も示
後14日目まで固形飼料 と水 を自由摂取 させ,15
日～22日の間は,仔 マウスに固形飼料 を摂取 さ
せないために,1.5Cal/mlに調整 した液体飼料 と
した。仔マ ウスは母乳 と液体飼料のみを与 え,23
日目か ら母マウスと分離して水および固形飼料を
自由に摂取 させ た。全ての動物 は明期8:00～
20:00,暗期20:00～8:00に調整 された環境に
て飼育 した。
なお,本 実験 は奥羽大学動物実験研究施設施行
規則 を遵守 し,動物実験委員会の承認を受 けた。
2.体重および食餌摂取量測定
体 重計 測 は,生 後14,18,23,25,28,31,
38日目の午前8時 に電子天秤GR-120((株)エー・
アン ドデイ社)を 用いて計測 した。
食餌摂取量の測定は,まず食餌摂取量直前の時
期12時間絶食 させ,午 前8時 に飼育ケージ毎に
固形飼料 を100gずつ与え,午 前8時30分に残っ
た飼料 を回収 して電子天秤を用いて残った飼料の
重量を計測 し,減少した飼料重量を仔マウス数で
除 して1頭 あたりの捕食量平均値を算出 した。測
定は生後21,23,25,28,31,38日目とした。
3.顎 骨の計測
顎骨計測は,各 群 の生後23,38日目の各 日齢
のマウスをジエチルエーテルによる麻酔下に頸椎
脱臼後,断 頭 して下顎骨を摘出 し周囲軟組織を除
去 してデ ジタル ノギスSR44(Mitutoyo社)を
用いて計測 した。計測項 目を図2に 示す。
されていることから,断乳が早すぎる場合 を生後
14日目と設定 した。 また断乳の時期は通常に近
いものの,固 形食摂取の練習 をさせず,母 乳摂取
期間 を長 くした例 として,生 後18日目と23日目
を設定した。それぞれの飼育条件を図1に 示す。
対照群:通 常飼育 と動揺に母マウスおよび仔マ
ウスをともに飼育 した。仔マウスは生後2週 目頃
までは母乳のみ を摂取 し,その後徐々に少量ずつ
固形飼料(オ リエンタル酵母工業株式会社)を 摂
取するようになり,生後3週 頃に自然に母乳摂取
を止め固形食に移行 した。母乳,水 および固形飼
料は自由に摂取 させた。
生後14日断乳群(以 下P14):出生後13日目ま
で母マウスと伴に飼育 し母乳栄養のみとした。14
日より母マウスと分離 して水と固形飼料を自由に
摂取させた。
生後18日断乳群(以 下P18):出生後17日目ま
で母マウスと伴に飼育 した。母マウスには,出 産
後14日目まで固形飼料 と水 を自由摂取 させ,15
日～17日の間は,仔 マ ウスに固形飼料 を摂取 さ
せないために,栄養量を固形飼料 と同等の1.5Cal/
mlに調整 した液体飼料F2LCW(オリエ ンタル
酵母工業株式会社)を 与 えた。仔マウスは生後
17日目までは母乳のみ とし,18日か ら母マウス
と分離 して水および固形飼料を自由に摂取 させた。
生後23日断乳群(以 下P23):出生後22日目ま
で母マウスと伴に飼育 した。母マウスには,出 産
2)免疫組織化学的観察
軟骨細胞内のX型 コラーゲン局在 を観察する目
的で,蛍 光法による免疫組織化学的染色 を行った。
切片 を通法に従 って脱パ ラフィンした後にPBs
で洗浄 し,一次抗体反応 として400倍に希釈 した
ウサギ由来抗X型 コラーゲンポ リクローナル抗体
(sigma-Aldrich・UsA)を室温で一晩反応 させ
た。PBsで洗浄後,二 次抗体反応 として200倍希
釈 したローダ ミン標識 ヤギ由来抗 ウサ ギ抗体
(sigma-Aldrich・UsA)を暗室内にて室温で一
晩反応 させた。PBSで洗浄後DAPI(VECTOR
Laboratories　Inc,USA)を反応 させてから蛍光
4.組 織学 的観察
1)組 織画像 解析
計測の終 了 した顎骨 を,4℃4%パ ラホル ムア
ル デ ヒ ドにて24時間浸 漬 固定 した。 リン酸緩 衝
生理食塩 水 で洗浄 後,4℃4%EDTA(pH7.0)で
14日間脱灰 した。通 法 に よ りパ ラフ ィン包 埋 し,
下 顎 頭頂 点 の前 後0.5mmの範 囲 か ら5μmで,
下顎頭前頭 断の連続切 片 を ミク ロ トームで作 製 し
た。下顎頭組織 像の観 察 と して,作 製 した組織 切
片 にヘ マ トキ シ リン-エ オ ジ ン染色(H-E染 色)
を行 い,光 学顕微 鏡 にて観 察 し,撮 影 した画像 を
以下 の計測 に用 い た。Saburiら15)とshibataら16)
に準 じ,下 顎 頭 を構成す る線維層,増 殖層,成 熟
層 および細胞肥 大層(以 下 肥大層)そ れ ぞれ の厚
さ を,画 像 解 析 処 理 ソ フ 卜ImageJ(Ver.1.45)
(WayneRasband(NIH)UsA)を用いて計測 した。
1.断乳時期別の体重 と食餌摂取量
断乳時期別の体重増加の推移をみると,P14と
P18は対照群に比べて全ての計測時点で体重が重
く,特 にP14は生後18日か ら23日にかけて急激
に増加 した。P18は生後23日か ら25日にかけて急
顕 微鏡 にて観察 した。
5.統 計 処 理
対照群 とP14,P18およびP23との比 較統 計の
有 意 差 検 定 はUnpaired student's t-testと
Mann-Whitney U-testで行 い,統 計学 的有 意水
準 をP<0.05とした。
有意に長 く,口蓋後方の幅でも大きい傾向を示 し
た。P23は対照群に比べて歯列前方の長 さが有意
に小 さかった。その他の計測値いずれにおいても
対照群を含め他群に比較 して小 さかった(表1)。
生後23日目の下顎骨では,P14は対照群に比べ
歯列前方の長 さが有意に大 きく,下顎高 も対照群
と比べ大きい傾 向を示 した。P18は対照群に比べ,
歯列前方および後方の長 さと下顎高が有意に大 き
かった。P23は対照群に比べいずれの計測値 も小
さく,特 に歯列後方の長 さと下顎高は有意に小 さ
かった(表1)。 生後38日目の上顎骨 では,P14
は対照群に比べいずれの計測項目で も小 さく,特
に歯列前方の長 さは有意に小 さかった。またP18,
P23に比較 して も小 さかった。P18はいずれの計
測項 目も対照群 とほぼ同等の結果 となった。P23
は統計的有意差はなかったものの,対 照群 と比べ
いずれの計測項 目も大 きかった(表1,図5)。
生後38日目の下顎骨では,P14は対照群に比べ
激 に増加 していた。P23は対照群 と同様 になだ ら
かな増加傾向 を示 した。いずれの群 も38日目に
はほぼ同等の体重となったが,対 照群が最 も小 さ
かった(図3)。
食餌摂取量の推移をみると,P14は23日目で対
照群 よりも多かったものの,38日目で は対照群
よりも少なくなっていた。P18では生後25日まで
はP14よりも少なかったものの,以 後は対照群 を
含めいずれの群 よりも多かった。P23は断乳直後
の25日目か ら28日目にかけて摂取量 が急激に増
加し38日目では対照群よりも多かった(図4)。
2.離乳時期別の上下顎骨の大きさ
生後23日目と38日目の上下顎骨の距離計測値
を表1に,生 後38日目の上下顎骨形態の模式図
を図5に 示 した。生後23日目の上顎骨 では,対
照群に比べてP14は歯列後方の長 さが有意に小さ
く,そ の他 の値 もすべ て小 さい傾 向 を示 した。
P18の上顎骨は,対 照群に比べ歯列前方の長 さが
かに厚かった。P18は対照群に比べ線維層が有意
に薄かったが,他 の細胞層は対照群と同程度の厚
さであった。P23は対照群 と比べ,線 維層が有意
に薄かったが,逆 に増殖層では有意 に厚かった。
成熟層 と肥大層 も対照群 よりも厚く,細胞層全体
厚 さも厚かった(表3,図9)。
5.X型 コラーゲ ンの局在
生後23日目では,各群で肥大層内にX型 コラー
ゲンの発現が認められたが,P14とP23は他群に
比 べ発現が弱かった(図10)。生後38日目では,
23日目で対照群 と比べて発現の弱 かったP14と
P23でも,X型 コラーゲンの発現がみ られた。各
群 とも,肥大層下の軟骨基質部分にもX型 コラー
ゲンの強い発現が観察 された(図11)。
1.身体成長について
マ ウスの歯 の萌出は生後10日頃で,固 形飼料
の摂取はその頃から可能 とも考えられたが,離 乳
時期は生後2～3週 間で徐々に進むことか ら,生
後14日未満での母 マウス との分離 は困難と判断
し,本研究では最 も早 く断乳して固形飼料を開始
す る時期 を生後14日目とした。図3に 示す よう
下顎後方の幅が小 さく,歯列前方および後方の長
さは有意に小 さかった。 また下顎高も有意に小 さ
く,P18とP23よりも小 さかった。P18は対照群
に比べ,下 顎後方の幅が小 さかったものの全体的
には対照群に近い大きさとな り,歯列前方の長さ
は,対 照群 に比べ有意に大 きかった。P23は対照
群に比べ下顎後方の幅が小 さかったが,下 顎前方
の幅や歯列前方の長 さでは対照群 よりも大 きく,
全体的には対照群の大 きさに近 くなっていた(表
1,図5)。
3.下顎頭軟骨のH-E染色像
下顎頭部のH-E染色像では,関 節頭表面から,
水平的に細胞が配列 している線維層,垂 直方向に
細胞が配列 しその数を増 している増殖層,一 つ一
つの細胞が大 きくなっている成熟層,お よびさら
に細胞が大きさを増 して核 も大 きくなっている肥
大層が区別 して観察 された(図6,7)。
4.下顎頭軟骨細胞層の厚さ
下顎頭軟骨細胞層の厚 さを計測 した結果,離 乳
時期の違いによって厚 みに差が見 られた。生後
23日目では,P14は対照群に比較 して増殖層の厚
さが大 きかったが,肥 大層ではわずかに小 さかっ
た。P18では,対 照群 に比べ肥大層が有意に厚 さ
を増 していた。P23では対照群に比べ肥大層が有
意に薄かった(表2,図8)。
生後38日目では,P14は対照群に比べ線維層が
有意に薄かったが,肥大層では対照群よりもわず
が,そ の後成長期や成人期での肥満や生活習慣病
リスク上昇につ ながるとの報告19,20)があり,乳児
期早期の急速な体重増加に対する懸念が示 されて
いる1)。本研究においてP14で対照群 よりも体重
増加が早まり,断乳初期の飼料摂取量 も多かった
ことか ら,早すぎる断乳により,食餌摂取量が増
加する可能性が示唆された。
食行動の発達に関しては,先 天的に歯が萌出せ
ず,歯 根膜からの感覚性入力が遮断された状態で
も,吸啜運動か ら咀嚼運動への変換が起 こるとい
う報告21)がある。また,離 乳期 ラッ トの非経口栄
養摂取による顎骨成長への影響に関する研究では,
に断乳時期を早めたP14の体重は,対 照群よりも
計測期間を通 して常 に重 く,生 後18日か ら23日
にかけて急激に増加 していた。また,図4の 通 り
食餌摂取量について も,生 後23日～28日までは
対照群よりも多かった。本研究に用いた固形飼料
と液状飼料の栄養量 は業者指定に基づいており,
固形 と液状飼料の栄養量 は同 じであることか ら,
母マウスとともにいる期間の違いによって,食 餌
摂取のタイミングや量に違いが生 じたと考えられ,
離乳期間における母マウスの存在は仔マウスの摂
食行動に影響 を及ぼす ことが示唆 された。近年,
乳児期の栄養過多により早期 に体重増加すること
成長には結びつかなかったと考えられる。つまり
断乳が早すぎ,十 分な固形食摂取のための訓練が
で きない場合には,上 下顎骨の幅や長 さあるいは
下顎高 などが小 さくなることを示唆 している。
2.組織学的変化について
軟骨の成長過程では,軟 骨細胞の増殖 と肥大化,
および細胞外基質の産生 によってその量 と大きさ
を増 していき,中心部では最 も古い軟骨細胞が肥
大化 して変性 し,そ の肥大化 した細胞の周囲の基
質 に石灰化が始 まる。図6,7の 通 り,本研究で
のマウス下顎頭軟骨のH-E染色像 をみ ると,23
日目のH-E染色像では,対 照群やP18あるいは
P23に比較 してP14の成熟層 と肥大層の細胞 は小
さく,細胞の成長が遅れていると考えられた。生
後38日目ではそれぞれ成熟が進んだものの,P14
は他群に比べて肥大層下の骨基質が少なくなって
いた。各細胞 層の厚み をみると,生 後38日目で
は図9の 通 り対照群 とP14の線維層は比較的厚 く
なっていたが,断 乳が遅 く母乳のみの期間が長い
P18とP23は対照群 に比べ薄 かった。線維層 は,
下顎頭に機械的圧力がかかる際の,下 顎頭軟骨の
外殻の役目を果たすと考 えられ12),経口栄養摂取
による刺激の有無によって,軟 骨膜層厚径が減少
する可能性が指摘 されてお り22),内部の骨の成長
状況に合わせて線維層の厚みも変わる可能性が考
えられた。 また図8の 通 り生後23日目の増殖層
はP14において特に厚 く,肥大層はP23で薄かっ
たが,図7の 通 り38日目の増殖層で はP23が有
意 に厚 く,肥大層ではいずれの群も差がなくなっ
ていた。 これは,成 長初期段階では断乳後の固形
食摂取等の影響により細胞の増殖が活発なため増
殖層の厚みが増 したと考えられた。
一方で軟骨 内骨 化に関わる肥大層の厚 さは,
P14で対照群に比べ薄くなっていた。適切 な訓練
期間のない早す ぎる断乳では,軟 骨内骨化の過程
に遅れが生 じる可能性があると考えられた。 さら
にX型 コラーゲンの局在を検索 した結果か ら,図
10に示す よ うに生後23日目のP14では肥大層の
X型 コラーゲンの発現が弱 く,38日目で対照群,
P18あるいはP23と同様 な発現がみられた。X型
コラーゲンは肥大 した軟骨細胞に得意的に発現 さ
れ,軟 骨の石灰化および軟骨内骨化の際に,細胞
咀嚼筋の付着 に関与する下顎枝,顎 関節などで成
長の遅延22)がみられている。
本研究ではP14の生後23日目での顎骨の大 き
さは,対照群 に比較 して上顎では統計学的な有意
差はなかったものの口蓋の幅が小 さく歯列後方の
長 さでは有意に小 さかった。下顎においては,歯
列前方の長 さは有意に大 きいものの,そ の他の計
測結果ではぼほ同様な大きさであった。P14の顎
骨の高 さは,早 期に固形飼料に移行 したことが機
械的刺激 となったのか,P23よりも大きいものの,
図5の 通 り生後38日目では逆に対照群 を含む他
群より小 さかった。特に上顎歯列前方の長 さや下
顎歯列後方の長さおよび下顎高は有意に小 さかっ
た。久保田22)は吸啜期において適切な刺激 を与え
なかった場合,顎 発育や筋機能の発達に大 きな影
響をもたらすとしている。本研究においては,離
乳期間における早い時期での固形物摂取による顎
骨への刺激は,適 切な時期の適切な刺激とはいえ
ず,そ の ためP14は生後38日目の顎骨の下顎高
や下顎後方の長 さが小 さくなったと考 えられる。
瀧上6)も飼料形状が異なることにより上下顎歯列
の幅径や下顎高が小 さくなるとしている。離乳時
期の食習慣が咀嚼機能の獲得と発達に重要であり,
マウスの咀嚼運動を解析 した研究23)では,液 状飼
料飼育では飼料の硬 さ ・性状の識別する能力が劣
り,咀嚼パターンとリズムが不安定になるとして
いる。モルモ ッ トを用いた研究4)でも,咀 嚼 リズ
ム獲得 には咬む訓練により徐々に離乳 させ る過程
が必要であるとしている。 さらに,吉 田24)は液状
飼料でマウスを飼育 した結果,咬 筋と側頭筋の筋
重量が有意に小 さくなり,筋線維の分化や筋線維
直径の成長にも遅れがでると報告 している。 この
ような顎骨に付着する咀嚼筋への影響 も顎骨成長
に関連 してい ると推察 され る。生後38日目の顎
骨計測において,P23は対照群 とほぼ同 じ大 きさ
であったが,P14は対照群 よりも小 さかった。
以上のことから,本研究結果において断乳時期
を早めたP14で,生後38日目で対照群 よ りも小
さかった原因として,固 形飼料など咀嚼による一
定の機械的刺激が顎骨成長にとってプラスになる
ものの,顎 骨周囲の筋の成長や咀嚼機能の獲得と
のバランスが図 られなかったことで,ス ムースな
2.P14の飼料摂取量は,生 後38日目では対照
群 に比べ少ない傾向を示 した。
3.顎骨計測では,P14は生後23日目において
は対照群よりも上顎の幅がわずかに小 さく,下 顎
歯列前方の長 さが大きかったものの,生後38日目
では対照群 より全体的に小 さかった。
4.免疫組織化学的観察では,P14の軟骨内の
肥大細胞層におけるX型 コラーゲンの陽性反応は,
対照群に比べてが弱かった。
以上の結果から,マ ウスの断乳時期 を早めた場
合,軟 骨の骨化に伴う顎骨の成長に遅延が認めら
れた。その一因として,下 顎頭軟骨の肥大細胞層
のX型 コラーゲン発現は弱 く,発現時期の遅れが
あると考えられた。
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